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Mise en evidence de substances fluorescentes dans les
organes jaunes de Caecosphaeroma burgundum Dollfus,
Crustace Isopode des eaux souterraines
Par II. DESCDION1) eL CL. I\IAI\VILLET2)
Avec 2 figures dans le texte
Le Crustace Caeeosphaeroma burgundum, observe a l'etat vivant,
montre des taches jaunes reparties assez regulierement sur tout Ie
corps, mais particulierement developpees dans Ie prosoma et Ie pleo-
Lelson (Fig. 1). J. Daum, qui a etudie Ie premier Ia biologie de ce
Spheromien cavernicole dans Ie Iaboratoire du Professeur Husson, Ies
a decrits sous Ie nom d'(wrganes jaunes)} (H. Husson et J. Daum 1953;
J. Daum 1954).
Fig. 1. Repartition des organes jaunes (en
pointilIe) chez Caecosphaeroma burgundum
Dollfus examine en position lalerale (il
gauche) et en face dorsale (il droite). On
remarque la forLeconcentration de ces orga-
nes dans la partie anterieure du corps (tete
et premier segmen t Lhoracique) et au niveau
du pleoLelson.Cesorganes jaunes sonLsitues
jusLe sous la carapace. (D'apres J. DaUIn,
195r..)
Homologues des organes de Zenker, decrits dans Ia partie posterieure
du corps d'Asellus aquatieus L., ils ont ete retrouves (H. Husson et
J. Daum 1957) chez l'autre espece du genre Caeeosphaeroma (C. fJirei
Dollfus des grottes du Jura) et dans deux autres Isopodes du genre
Asellus, l'un epige, A. meridianus Hacovitza, I'autre hypoge, A. eafJati-
eus Leydig (H. Husson et J. P. Henry 1963).
I) LaboraLoire de Zoologie, Ecole Normale Superieure - 24 rue Lhomond,
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D'apres J. Daum, il s'agit de conglomeraLs de ceIIules adipeuses de
couleur jaune, contenanL de nomLreuses spherules de diameLres varies,
concretions d'acide uri que ou d'urates.
Les recherches entreprises par II. Schorr dans Ie meme laLoratoire,
en uLiIisant les meLhodes microchimiques mises au point par J. Schind-
ler en 1950, ont mis en evidence la presence d'acide uri que dans les
concreLions des ol'ganes jaunes et l'aLsence d'urates eL de guanine,
sans pouvoir affirmer la presence evenLueIIe d'autres purines (]=t. II us-
son et II. Schorr 1957; I-I. Schorr 1957). La 10calisaLion de I'acide
urique au sein meme des ceIIules, aLLriLuee aux spherules, n'y etait
cependant pas dCterminee de fagon exacLe.
Quant au pigmenL jaune responsaLle de la coloraLion, il enLrelace
tout I'organe d'un fin reseau irreguIier, independanL des spherules. La
recherche des carotenoides par meLhodes micr'ochimiques, faite pal'
Schorr, eta it demeuree negaLive.
Nous avons repris methodiquement I'etude de ces pigmenLs jaunes
de fagon a tenter la determination de leur naLlIl'e exacte.
Verifications Ilreliminaires
I)ohservation, au microscope polarisanL, d'organes jaunes dila-
ceres, confirme la sLructure cristaIIine des aLondanLes spherules qui
representenL Lres proLahlement I'acide urique au sein des ceIIules.
Des chromatogrammes ont ete efl"ectues sill' couche mince de sili-
cagel a I'aide d'extraiLs d'organes jaunes et de spoLs temoins de caro-
Lenes. Lelll' ]'evelaLion, par vaporisation de trichlorure d'anLirnoine en
soluLion dans Ie chloroforme anhydre, resLe negative eL confirme
I'aLsence de caroLenoiues dans les organes jaunes.
lUateriel et techniques
Les alllmaux onL eLe recolLes dans Ie cours u'eau soutermin de
l'aLlme de Devy (COLe-d'G]') et mis en elevage dans les chambres
fI'Oides du laboraLoire.
La technique analytique employee fait appel essenLiellemenL tl la
chl'omatographie sur papier eL couche mince de cellulose eL a l'elecLro-
phor'ese sur couche mince de cellulose.
Les animaux (110 individus, soiL 3,5 g) sont broyes dans un peLiL
broyeur' de PoLLer, dans I'ethanol-chloroforme (l: 1) (c.a. 5 ml/g). Le
broyaL esL cenLrifuge a 1000 g, Ie surnageanL esL eIimin6 et l'operaLion
esL repeLee dans les memes condiLions.
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Le culot est repris dans 2,5 mlfg de meLhanol-pyridine-eau (5: 1 :4),
additionne de thiodiglycol (0,5%), puis centrifuge; I'extraction est
recommencee une seconde fois et les extraits sont fusionnes.
Pour les etudes individuelles, les animaux, ou les organes disseques,
sont simplement broyes une fois dans Ie methanol-pyricline-eau et
centrifuges.
Les chromatographies bidimensionnelles sont efTectuees en serie
sur des feuilles 20x 20 de papier vVhatman nO L La combinaison de
solvants utilisee est n-propanol-ammoniaque '1% (2: 1) puis n-butanol-
acide acetique-eau (20: 3: 7).
Quelques chromatographies unidimensionnelles ont ete realisees de
la meme maniere dans Ie propanol-ammoniaque pour compareI' divers
organes dont les extraits ont ete chromatographies cote a cote.
L'extrait est evapore a l'aide d'une microseringue a l'origine d'un
chromatogramme (volume depose: 50 IJ.Ipour une chromatographie
bidimensionnelle, 25 IJ.I pour une chromatographie unidimension-
nelle).
D'autre part, des chromatographies semi-preparatives ont ete
efTectuees sur papier Whatman 3MM 20x30 cm prealablement lave;
1,5 ml d'extrait est evapore en ligne selon la petite dimension. Le sol-
vant de chromatographie est Ie n-propanol-ammoniaque. Les ban des
f1UOf'escentes et absorbantes obtenues sont eluees dans I'eau (ad-
ditionnee de 0,5% de thiodiglycol) ; I'eluat est en suite Iyophilise et
repris dans Ie methanol-pyridine et utilise pour la chromatographie
unidimensionnelle en comparaison avec des substances temoins dans
divers solvants.
L'electrophorese est pratiquee SUI'couche mince de cellulose (tam-
pon: acetate d'ammoniurn pII'6,3; 20 Vfcm).
Les chromatogrammes et electrophorese sont Ius en lurniere U.V.
(365 et 254 mlJ.). Les substances pUl'iques sont revelees par immersion
dans l'eosine mercUl'ique (0,2% d'eosine dans I'ethanol a 95° satUl'e
de chlorure mercUl'ique), puis lavage dans l'alcool a 95° ; les chroma to-
grammes sont observes en lumiere U.V. Cette technique, tres sensible,
sera detaillee dans une publication u!terieUl'e.
HeslIltats
A. Etude des substances fluorescentes
Six taches f1uorescentes, dont certaines, bleues, apparaissent rapide-
ment sous irradiation aux D.V., et deux taches absol'bantes peuvent
etre observees SUI' les chromalograrnmes bidimensionnels (Fig. 2).
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Fig. 2. Chromalogramme bidimen-
sionnel d'exlrait de Caecosphaeroma
burgulldum : substances fluorescen les
et absorbantes dans I'U.V.1: bleu. 2 :
absorb an t. 3: violet. /': absorban t.
5,6,7 : jaune ou jaune-vert. 8 : violet.
But.-ac.
r p,op.-NH3
Parmi elIes, les plus abondantes, 3 (violette), 6 (jaune) et 4 (absorban-
tel ont ete plus particulierement etudiees.
1° - T a c h e nO 3. La bande correspondant a ceLLe tache sur les
chromatogrammes semi-preparatifs a ete comparee avec l'isoxan-
thopterine qui presente la meme couleur de fluorescence et des valeurs
de HF similaires. Une comparaison entre la substance 3 et l'iso-
xanlhopterine de synlhese a ete effecluee dans 5 solvants choisis
parmi ceux qui donnent la meilleure differenciation (Tabl. 1). Les HF
cOIncident dans tous les cas, une legere difference etant cependant
observee dans les chlorure d'am-
monium. Les migrations electro-
phoretiques sont egalement iden-
tiques (deplacement de 0,45 -0,60
em en 2 heures vers la cathode).
2° - Tach e nO6. Cette substance a ete comparee avec de la ribo-
flavine et de la sepiaptel'ine temoin extraite du Papillon Colias crocells
Fourcroy (H. Descimon 1965). Les valeurs de HF permettent d'exclure
l'hypothese que cette substance soit de la sepiapterine; de meme,
alors que ce demiel' compose s'altere rapidemenl sur les chromato-
grammes en acide pterine-6-carboxylique (la couleur de fluorescence
passant progressivement du jaune au bleu), Ie pigment jaune de
Caecosphaeroma reste slable dans les memes conditions. Ce fait permet
d'ecarter egalement la «xanthopterine B2» (1'1. Goto, M. Konishi,
K. Sugiura, M. Tsusue 1966), elle aussi In'ls labile. En revanche, cette
slabilite relative rapproche la substance 6 de la riboflavine; les va-
leurs des RF ne presentent aussi que des differences legeres, qui peu-
vent n'etre dues qu'a l'impurete du produit chromatographie. Une
etude sur de plus gran des quantites s'avere done necessaire.
3° - Ta c h e nO4. Celle-ci s'est revelee identique, par ses proprietes
chromatographiques crabl. 1) et par sa revelation a l'eosine mercuri-
que, a de l'acide urique synthetique. Ce resultat confirme les con-
clusions de I-I. Schorr.
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Tableau 1
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Valeur des RF dans les differents solvants utilises. PA: n-propanol-am-
moniaque 1% (2 :1). BA: n-butanol-acide acetique-eau (20: 3: 7). IA1\:
isopropanol-acetate d'ammonium 2% (1:1). NH~Cl: 3%. PEE: pyridine-
ether-eau (4: 3: 3). FP : formiate de pyridine pH 6,5-0,1 N. BPE : n-butanol-
pyridine-eau (6:4:3)
Isoxantho- Tache 6 Sepia-
Tache 3 pterine jaune pterine
violet temoin vert Colias
Ribo-
flavine
Tache 4
absor-
bante
Acide
urique
PA 0,16 0,17 0,30 0,32 0,32 0,22
BA 0,19 0,20 0,27 0,34 0,29 0,19
IAA 0,39 0,38 0,40 0,!I9 0,t,2
NH~Cl 0,30 0,33 0,31 0,30 0,35
PEE 0,62 0,62 0,77 0,74 0,79
FP 0,50
BPE 0,13
0,22
0,19
0,50
0,13
La substance 2, absorbante, est probablement une purine, puis-
qu'eUe reagit fortement a l'eosine mercurique. La comparaison avec
des substances de synthese (guanine, adenine, xanthine et hypox-
anthine) n'a permis de l'identifier a aucun de ces composes.
La substance 8, presente en Lrop faible quantite, n'a pu etre soumise
a des essais systematiques, mais il est possible qu'il s'agisse de bio-
pterine.
L'appararition, sous irradiation U.V., de Laches fluorescentes bleues,
laisse a penser que des tetrahydropterines sont presentes chez cet
animal (1. Ziegler 1965; M. GoLo, M. Konishi, K. Sugiura, M. Tsusue
1966).' .
B. Hepartition des substances fluorescentes scIon les
organes
Des chromatogrammes unidimensionnels comparatifs d'extraiLs de
differents organes (pleotelson, hepatopancreas, carapace et tete)
montrent des differences notables dans les Leneurs en substances
fluorescentes ou absorbantes (Tab I. 2).
Tableau 2
Repartition des substances fluorescentes et absorbantes suivant.les'organes
2 3 I, 6 8
Pleotelson ++ ++ ++
Hepatopancrcas +++ + +
Carapace'
Tete ++ ++ ++
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L'examen de ce tableau rnontre que la substance 6 esL parLiculiere-
menL abolldanLe dans les regions Otl sonL localises les organes jaunes.
CetLe substance esL donc Lr'esprobablelllen LIe pigmenL jaune respon-
sable de leur yive colora Lion.
La subs Lance 3 est, eUe aussi, pal'Liculiel'emenL abondante dans ces
organes, de meme que l'acide uriqlle.
Une comparaison entre des exLr'aiLs d'animaux laisses it l'obscuriLe
et d'auLres places ilIa lmniere alllbianLe (1000 lux C1wiroll) n'a pas
IllonLre de ditl'erence no LabIe.
Discussion
Les seuls Ll'avaux sur les pigments et subsLances f1uorescenLes des
Crustaces n'onL porLe que sur les Decapodes (It G. Busnel et A. Drilhon
191tS; M. VisconLini, 1-1.SchmidL eL E. Hadorn 1955). Aucun Lravail
de ce genre n'a ete efTecLuesur les pigmenLs fluorescenLs des Isopodes
et, a fortiOl'i, sur ceux des Isopodes cavernicoles. La presenLe eLude
montre l'exisLence d'un certain nombre de ces substances. La sub-
stance 3 esL vraisemblablement de l'isoxanLhopLerine, compose ex-
tremement repandu chez la pluparL des J\rothropodes. Le pigmenL
jaune (substance 6) n'a pu etre identifie avec certiLude. Des separa-
tions it l'echelle preparative seronL efTectuees uIterieuremenL pour
determiner sa strucLure. Des travaux recenLs ont d'ailleurs montre la
variete des pigments jaunes des Arthropodes (~l. ViscontiniI 963 ;
G. H. Schmidt et M. Viscontini 1964; I-I. Descimon 1965; M. Goto eL
al. 1966). La presence eventuelle de tetrahydropterines est egalement
assez vraisemblable.
Dans Ie domaine de la faune cavernicole, H. I3ernasconi (1964) a
obtenu d'interessants resultats concernant les Coleopteres troglobies,
chez lesquels il a pu mettre en evidence la presence de leucopLerine
et de xanthopterine.
Le role physiologique de ces pigments reste it elucider ; des recher-
ches recents ont montre la grande importance comme coenzymes
d'oxydation des substances possedant Ie noyau pteridine et en par-
ticulier des pigments jaunes (M. Viscontini et G. I-I. SchmidL 1965).
La biologie tres particuliere de Caecosphael'oma blll'glllldilm est
peut-etre en relation avec l'accumulation frappante d'une telle sub-
stance chez cet animal.
HESUME
L'analyse chromatographique des organes jaunes du Crllstace Isopode
des eaux souterraines Caecosphaeroma bUl'gundum DollfllSa permis de mellre
en evidence, pal' observation des chromalogrammes en lumiere ultra-vio-
lette, un cerlain nomhre de subs lances absorbanles el de substances
f1uorescenles. Parmi ces dernieres, seule I'isoxanthopterine a etc idenliflee.
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Le pigment jallIle, qui possede vraisemblablemenl Ie noyau pt6ridine, n'a
pu etre identifi6 il un compose connu et fera I'objet de travaux ult6rieurs.
SUMMAHY
Chromalographic analysis of the yellow organs of the fresh-water Isopod
Cruslacean Caecosphaeroma bUl'gundum Dollfus revealed, Ihrough observa-
tion of the chromatograms in ullraviolcl lighl, Ihe occurence of bolh ab-
sOI'bant and fluorescenl subs lances. Among Ihe latter, only isoxanthopterin
has been identified. The yellow pigmenl, which probably has a pteridine
.nucleus, could not be identified as a known compound and will be the objecl
of laler investigations.
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